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Resumen 
En este trabajo se adaptó un protocolo de aislamiento de hemoglobina a partir de 
Glóbulos Rojos Empaquetados vencidos, con el que se obtiene hemoglobina con 
capacidad oxidoreductora. Después de ser caracterizada por medio de métodos 
electroforéticos, espectrometría de masas MALDI-TOF y espectrofotometría UV-Vis, la 
hemoglobina fue entrecruzada  con soportes de colágeno tipo I, usados para ingeniería 
de tejidos. Mediante el test de bencidina, se demostró que la hemoglobina asociada al 
soporte conserva  su capacidad oxidoreductora y posiblemente su estado de asociación 
al CO2. 
 
 
Palabras clave: Glóbulos rojos, hemoglobina, soportes de colágeno, ingeniería de 
tejidos, test de bencidina. 
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Abstract 
In this work a procedure to obtain hemoglobin from expired packed red blood cells was 
established modifying an already described one. The isolated protein was evaluated 
using electrophoresis, mass spectrometry MALDI-TOF and UV-Vis spectrophotometry. 
Thereafter, the hemoglobin was cross-linked with collagen I scaffolds with glutaraldehyde. 
The redox activity of the collagen I scaffold-associated hemoglobin was evaluated using 
the Benzedrine test. It was found that hemoglobin preserves its redox capacity after being 
cross-linked to collagen I scaffolds.  
 
 
Keywords: Red blood cells, hemoglobin, collagen scaffolds, Tissue Engineering, 
Benzidin Test. 
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 Introducción 
El alto costo de sustitutos artificiales de tejidos y la falta de una legislación que 
reglamente su entrada en el mercado colombiano, dificulta que este tipo de productos 
sean adquiridos por la población de escasos recursos. Cuando la pérdida de continuidad 
de piel y mucosa es grande, el tratamiento es el injerto. Dependiendo de la fuente del 
tejido, los injertos se clasifican en: autoinjerto (tejido del mismo paciente), homoinjerto 
(tejido de otro paciente humano) y xenoinjerto (tejido de un individuo de otra especie). El 
tratamiento de elección es el autoinjerto; desafortunadamente, está limitado por la 
cantidad de tejido disponible para trasplantar y la morbilidad generada en el sitio donante. 
Los homoinjertos y los xenoinjertos, tienen riesgo de ser rechazados y pueden transmitir 
infecciones, lo cual es una limitante para su uso (Yannas, 2000; Atala, 2004). 
 
Trabajos previos del grupo establecieron la metodología para elaborar en el laboratorio, 
sustitutos de piel y tejido conectivo oral en cultivos estáticos (Bello et al., 2001; Bello, 
2002; Bello et al., 2004; Espinosa et al., 2010; Pérez et al., 2001). La evaluación del 
desempeño como injerto de estos sustitutos se ha llevado a cabo en modelos animales, 
encontrándose que no se presenta rechazo inmune, promueve la regeneración de tejido 
y disminuye la contractura y el tiempo de cicatrización (Bello et al., 2004; Espinosa et al., 
2010). 
 
Los implantes desarrollados in vitro carecen de vasculatura, por lo cual las distancias de 
difusión de gases y nutrientes dentro de los injertos son con frecuencia del orden de 
milímetros. En consecuencia, es de esperar que se presenten limitaciones nutricionales y 
acumulación de desechos. En particular, la limitación de acceso al oxígeno en los 
soportes diseñados por la ingeniería de tejidos es un tópico que está recibiendo gran 
atención. La baja difusión del oxígeno, su baja solubilidad y su alto consumo celular (más 
alto que el de la glucosa), limita su disponibilidad in vitro. Como resultado del inadecuado 
aporte de oxígeno, la hipoxia es común dentro de las regiones más profundas de los 
soportes en que siembran las células; esto conlleva a la muerte de algunas células lo 
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cual resulta en una distribución no homogénea de las mismas dentro del soporte. Los 
hechos descritos llevan a que se produzca más matriz extracelular y se observe mayor 
densidad celular en la periferia que en el interior del tejido artificial  (Malda Jos, 2007). 
Los tejidos artificiales desarrollados por el grupo sembrando fibroblastos en soportes de 
colágeno I, han encontrado los mismos inconvenientes descritos.  
 
Varios acercamientos se han realizado para tratar de resolver el problema. Entre ellos, se 
encuentra el uso de transportadores de oxígeno como los perfluorocarbonos y la 
hemoglobina para mejorar el transporte de oxígeno en el medio de cultivo (Lowe, 2003).    
En la revisión bibliográfica que soporta esta tesis de maestría, no se encontró descrito el 
desarrollo de soportes de colágeno asociados a hemoglobina para ser utilizados en la 
elaboración de productos de ingeniería de tejidos. Por esta razón, en este trabajo se 
estableció y estandarizó un método para asociar hemoglobina en concentraciones 
fisiológicas con soportes de colágeno elaborados siguiendo la metodología reportada por 
el grupo (Pérez et al., 2001). La hemoglobina empleada se obtuvo a partir de glóbulos 
rojos empaquetados (GRE), modificando metodologías descritas (Sakai et al., 1993; 
Chae et al, 2002). Las modificaciones hechas a estos protocolos, permitieron obtener 
hemoglobina funcional de una alta pureza, ya que se evitó el uso de procesos 
fisicoquímicos agresivos y de solventes orgánicos tóxicos o lesivos para las células.  El 
trabajo que se presenta abre un camino importante en el mejoramiento de los soportes 
empleados para desarrollar tejido artificial que pueda ser utilizado como material de 
injerto. 
 
  
 
1. Marco Teórico 
1.1 Ingeniería de Tejidos y Colágeno 
El ser humano al igual que el resto de los mamíferos, desde su nacimiento pierde en la 
mayoría de los tejidos la capacidad de regenerarlos, es decir volver a fabricarlos con las 
características y funciones idénticas al inicial por medio de mecanismos como la 
dediferenciación y morfogénesis los cuales están presentes únicamente durante el 
periodo embrionario; contrario a esto, sucede un proceso diferente conocido como 
reparación, en el cual el tejido u órgano comprometido es reemplazado por un tejido 
conectivo fibrótico que carece de todas las propiedades originales, produciéndose una 
cicatriz (Kumar et al., 2007).  
 
Los órganos están compuestos por un parénquima, que es el componente celular que les 
proporciona las capacidades funcionales propias de ese tejido (Ej. Hepatocitos en el 
hígado); por otro lado, está el mesénquima que lo conforman también un componente 
celular (fibroblastos) y un grupo de macromoléculas que se localiza en el espacio 
extracelular y es sintetizado y remodelado por los fibroblastos, conocido como matriz 
extracelular; el mesénquima le aporta al parénquima un sitio de anclaje, funcionando 
como un andamio, brinda todas las propiedades mecánicas y permite la migración e 
interacciones entre los componentes celulares (Cotran et al., 2000). Esta matriz 
extracelular tiene también un papel muy importante en los procesos tanto de 
regeneración como en la reparación. 
 
Varios acercamientos se han desarrollado hasta hoy día para intentar resolver el 
problema del daño tisular: Los trasplantes, que proporcionan sobrevida al paciente, pero 
que tiene problemas de disponibilidad de donantes, inmunosupresión y el rechazo por 
parte del huésped; Los injertos, dentro de los cuales están el autoinjerto que lleva parte 
de un tejido para cubrir su ausencia en otra localización anatómica, con los 
inconvenientes de la cantidad de tejido necesaria y disponible y la comorbilidad del área 
4 Título de la tesis o trabajo de investigación 
 
donante; el homoinjerto que toma tejido de un individuo donante de la misma especia 
(generalmente cadavérico) y es llevado y colocado en el huésped, posee los mismos 
riesgos que los trasplantes; los xenoinjertos, tomando como fuente un individuo de 
especie diferente para suplir el órgano comprometido, es aún mas inmunogénico, por lo 
cual su uso es limitado (válvulas protésicas cardiacas) y las prótesis o dispositivos 
permanentes que aún requieren la revisión y evaluación luego de cierto lapso de tiempo; 
la síntesis in vitro, en donde el tejido es diseñado y elaborado en el laboratorio para 
posteriormente ser implantado en el paciente y la síntesis in vivo, se colocan los 
elementos (soportes o células) e in situ, se inducen los procesos de regeneración tisular. 
Los dos últimos acercamientos son comúnmente conocidos como Ingeniería de tejidos. 
(Yannas 2000). 
 
Como se describe con mayor detalle adelante en las generalidades del colágeno, la 
matriz extracelular no solo le ofrece al tejido un sitio de sostén, sino que sus funciones 
van más allá; interviene en procesos de comunicación y señalización intercelular, 
controlan la homeostasis y participa activamente en la morfogénesis y reparación 
(Fawcett 1995). La ingeniería de tejidos utiliza biomateriales para el diseño y desarrollo 
de soportes que funcionen de manera muy similar a la matriz extracelular, dentro de 
estos se encuentran los soportes de colágeno, de amplio uso, ya que están compuestos 
de la proteína más abundante dentro de la matriz extracelular (Fawcett 1995). 
1.2 Generalidades sobre el Colágeno 
Los tejidos son la manifestación de un balance equilibrado entre la actividad celular y las 
señales producidas por la matriz extracelular (MEC). La MEC de los tejidos conectivos 
está constituida por una mezcla de diversas familias de proteínas, heteropolisacáridos, 
iones y agua. La disposición supramolecular de los elementos fibrilares en redes y la 
presencia de proteínas solubles, glicoproteínas y un amplio rango de otras moléculas 
definen la integridad estructural y varias de las características biológicas y funciones de 
los tejidos (Gelse et al, 2003). 
 
La MEC proporciona el ambiente bioquímico y mecánico que necesitan las células en los 
tejidos para funcionar, esta matriz es sintetizada y recambiada por las células que 
contiene; su síntesis se lleva a cabo durante el desarrollo de los tejidos y cuando ocurren 
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lesiones que afectan la continuidad de los mismos. A su vez, la matriz impacta la función 
celular debido a que establece interacciones dinámicas con las células que son mediadas 
por epítopes de unión celular presentes en sus constituyentes (Ej. secuencias RGD) y 
por receptores celulares específicos (Ej. integrinas) (Schuppan et al 1990).  En 
consecuencia, muchas moléculas de la matriz no solo juegan un papel dominante en la 
adhesión y migración celular, sino que también regulan y promueven la diferenciación 
celular y los niveles génicos de expresión (Schuppan et al 1990). La matriz extracelular 
proporciona un microambiente fisiológico especial a las células, protegiéndolas de 
influencias mecánicas perjudiciales y mediando transmisión de señales mecánicamente 
inducidas. Una influencia adicional de la matriz extracelular en la morfogénesis y el 
metabolismo celular puede ser atribuida al almacenamiento y liberación de iones y 
factores de crecimiento en procesos modulados por la unión reversible de estos a los 
componentes de la matriz (Schuppan et al 1990). 
 
Las proteínas más abundantes de la matriz extracelular hacen parte de la familia del 
colágeno. Los colágenos son el mayor elemento estructural de todos los tejidos 
conectivos; se encuentran también en el tejido intersticial de virtualmente todos los 
parénquimas de los órganos, donde contribuyen a la estabilidad de tejidos y órganos y 
mantienen su integridad estructural (Fawcett 1995). 
 
El nombre colágeno es un término genérico usado para las proteínas que poseen un 
módulo estructural básico con forma característica de triple hélice de tres cadenas 
polipeptídicas (Van Der Rest et al, 1991). En la última década, el conocimiento sobre la 
familia de los colágenos se ha expandido dramáticamente permitiendo clasificarlos en los 
siguientes grupos: Colágenos fibrilares, colágenos de membrana basal, colágenos 
microfibrilares, colágenos fibrilares de anclaje, colágenos formadores de redes 
hexagonales, colágenos asociados a colágenos fibrilares (FACIT), colágenos 
transmembranales y multiplexinas (Gelse et al, 2003).  
 
Hasta ahora han sido descritos 26 tipos de colágeno genéticamente distintos. Los 
miembros de esta familia pueden ser totalmente fibrilares o poseer dominios fibrilares y 
no fibrilares. En mayor o menor proporción todos los colágenos resultan del 
entrelazamiento de tres cadenas peptídicas alfa (α) en una triple hélice (Gelse et al, 
2003). Las cadenas pueden ser codificadas por los mismos genes, en cuyo caso se 
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forman homotrímeros, o por genes diferentes, en cuyo caso se forman heterotrímeros de 
dos o más cadenas diferentes. Cada una de las cadenas α se enrolla hacia la izquierda 
formando una hélice que contiene 18 aminoácidos por giro, luego las tres cadenas se 
superenrollan hacia la derecha para formar la triple hélice. Un prerrequisito estructural 
para el ensamblaje de la triple hélice es que exista un residuo de glicina, el aminoácido 
más pequeño, en cada tercera posición de las cadenas polipeptídicas. Por esta razón, las 
cadenas están constituidas por secuencias repetidas Gli-X-Y. Al superenrrollarse las 
cadenas α alrededor de un eje central todos los residuos de glicina quedan orientados 
hacia el centro de la triple hélice, mientras que los aminoácidos más voluminosos se 
orientan hacia la parte externa de la triple hélice (Van Der Rest et al, 1991). Los residuos 
X y Y frecuentemente corresponden a residuos de prolina, hidroxiprolina, lisina e 
hidroxilisina. La prolina y la lisina son modificados post-traduccionalmente por 
hidroxilación enzimática en un proceso en el que participa la vitamina C (Fawcett 1995). 
El contenido de 4-hidroxiprolina de cada cadena es esencial para la formación de 
puentes de hidrógeno intramoleculares que intervienen en la formación de la triple hélice 
y le dan estabilidad. Los dominios no colágenos que flanquean el segmento helicoidal 
central de los péptidos α, son importantes debido a que en el extremo carboxiterminal 
(propéptido C) se inicia la formación de la triple hélice, mientras que en el extremo 
aminoterminal (propéptido N) se regula el diámetro primario de las fibras (Gelse et al, 
2003).   
 
La longitud de los segmentos helicoidales varía considerablemente entre los diferentes 
tipos de colágeno. En colágenos fibrilares (I, II y III), las repeticiones Gli-X-Y pueden 
generar cadenas α de 300 nm de longitud, aproximadamente 1000 aminoácidos; 
mientras que en otros tipos de colágenos con dominios fibrilares más pequeños los 
tamaños y el número de aminoácidos pueden ser menores. Por ejemplo, los colágenos 
VI y X contienen triples hélices con 200 y 460 aminoácidos, respectivamente (Gelse et al, 
2003). 
 
La triple hélice se caracteriza por ser resistente a la acción proteolítica de la pepsina, la 
tripsina y la quimiotripsina siendo degradada únicamente por las colagenasas. Algunas 
de estas enzimas son metaloproteinasas (MMPs) secretadas por fibroblastos, neutrófilos, 
macrófagos y otros tipos celulares (Gelse et al, 2003). Las colagenasas A (MMP-1),  B 
(MMP-8) y C  (MMP-13), participan activamente en la remodelación y cicatrización de 
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diferentes tejidos. El colágeno denaturado (gelatina), es degradado por otras MMPs de la 
matriz extracelular (Gelse et al, 2003). En contraste a la estructura altamente conservada 
de la triple hélice, los dominios no helicoidales o fibrilares (dominios no colágeno) se 
caracterizan por su diversidad estructural y funcional. Los colágenos asociados a 
colágenos fibrilares poseen dominios no colágeno que interrumpen la triple hélice 
proporcionando flexibilidad; mientras que otros colágenos que contienen dominios no 
colágeno (tipo IV, VI, VII, VIII o X), forman mallas y agregados. Las interrupciones de la 
estructura de la triple hélice facilitan la degradación enzimática del colágeno (Gelse et al, 
2003).    
 
Aunque las funciones de los colágenos más importantes son servir de soporte y proveer 
resistencia a la tensión (funciones asociadas con su estructura fibrilar), se han descrito  
roles adicionales mediados por los dominios no fibrilares de algunos colágenos (Van Der 
Rest et al, 1991). El conocimiento de la estructura molecular, biosíntesis y procesamiento 
de las proteínas colágenas es importante para comprender los procesos de desarrollo 
embriológico y fetal, la cicatrización y algunas enfermedades humanas. La exploración de 
la expresión y función de los diferentes tipos de colágeno también contribuye a un mejor 
entendimiento de patologías cuya etiología se asocia con defectos en los genes 
colágenos, entre las que se encuentran condroplasias, osteogénesis imperfecta, 
Síndrome de Alport, Síndrome de Ehler Danlos y epidermólisis bullosa. Adicionalmente, 
la degradación del colágeno y la alteración de su metabolismo son factores importantes 
en el curso de la osteoartritis y la osteoporosis (Gelse et al, 2003). Un profundo 
conocimiento de las propiedades de los diferentes grupos de colágeno puede también 
ser beneficioso en el aspecto terapéutico. Debido a su capacidad de unión los colágenos 
pueden ser utilizados como sistemas de entrega de medicamentos, factores de 
crecimiento o células. Igualmente, la capacidad de ciertos colágenos para  formar redes y 
servir de anclaje puede ser utilizada para elaborar soportes que promuevan reparación o 
regeneración de tejidos (Gelse et al, 2003). 
 
El colágeno tipo I es la proteína extracelular más abundante y mejor estudiada de los 
animales vertebrados. Representa más del 90% de la masa orgánica del hueso y es el 
principal colágeno de los tendones, ligamentos, córnea y tejidos conectivos intersticiales 
con la excepción del cartílago hialino, cerebro y humor vítreo. Es un heterotrímero, ya 
que está constituido por dos cadenas α1 y una cadena α2 (Fawcett 1995), sintetizadas 
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en el retículo endoplásmico rugoso como propéptidos. Es secretado al espacio 
extracelular como procolágeno, por fibroblastos y osteoblastos los cuales también 
secretan las colagenasas encargadas de su homeostasis. Los extremos amino y carboxi 
terminal del procolágeno constituyen los propéptidos C y N, dominios globulares y no 
helicoidales que tienen un papel importante en la formación de la triple hélice. Una vez 
secretado, el procolágeno es procesado a colágeno por proteasas específicas 
encargadas de escindir los propéptidos en las secuencias denominadas N y C-
telopéptidos, las cuales se encuentran flanqueando el dominio helicoidal constituido por 
la triple hélice  (Figura 1A). Las moléculas procesadas se ensamblan para formar las 
fibrillas que se asocian para formar las fibras de colágeno. En las fibrillas, las moléculas 
se alinean longitudinalmente  en forma discontinua dejando un espacio de 40 nm entre el 
final y el comienzo de dos moléculas adyacentes. Los arreglos longitudinales se 
organizan en paralelo formando escalones desfasados 67 nm (distancia D) entre sí. Este 
ensamblaje de cuartetos escalonados explica el aspecto de banda que despliegan las 
fibras de colágeno tipo I en la microscopía electrónica (Figura 1B). En los tejidos 
conectivos blandos las fibras de colágeno tipo I pueden organizarse paralelamente 
formando paquetes, como es el caso de los tendones, o estar orientadas al azar 
formando redes entrelazadas, como en la piel. En el hueso, los cristales de hidroxiapatita 
parecen posicionarse en los espacios entre las moléculas de colágeno (Rossert, 2002). 
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Figura 1. Representación esquemática de una molécula de colágeno tipo I. Panel a: Las flechas 
verticales indican los sitios de escisión entre la molécula madura de colágeno, el propéptido N y el 
propéptido C. Panel b: Representación esquemática del ensamblaje escalonado en cuartetos de las 
moléculas de colágeno tipo I en fibras. Cada molécula tiene una longitud de 4.4 D. Las moléculas se 
sobreponen una sobre otra a una distancia D o múltiplos de D. Hay un espacio de 0.6D entre los 
extremos terminales e iniciales de dos fibras adyacentes no sobrepuestas (D = 67 nm). Tomado de 
Rossert, 2002. 
 
La fibrogénesis se da en el espacio extracelular, en donde las moléculas maduras de 
colágeno se ensamblan espontáneamente en las fibras escalonadas en cuartetos en un 
proceso dirigido por la presencia de grupos de aminoácidos hidrofóbicos y aminoácidos 
cargados en la superficie de la molécula.  Durante la fibrogénesis, algunos residuos lisil e 
hidroxilisil son deaminados por la enzima lisil oxidasa, que deamina oxidativamente el 
grupo ε-NH2, dando lugar a derivados carbonílicos tipo aldehído; estos aldehídos se 
entrecruzan con otros grupos ε-NH2 de otros residuos lisil e hidroxilisil de moléculas 
adyacentes, formando un entrecruzamiento intercatenario; este entrecruzamiento va a 
incrementar de manera considerable la resistencia a la tensión de las fibrillas (Rossert, 
2002). 
 
B 
A 
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1.3 Hemoglobina y transporte de oxígeno 
La hemoglobina es una holoproteína tretramérica presente en los eritrocitos, que 
transporta oxígeno a los tejidos y retorna dióxido de carbono y protones a los pulmones 
(Guyton, 2000), tiene una masa molecular de 68.000 Da. Su estructura tetramérica le 
permite interacciones cooperativas que son centrales para su función. Esta proteína 
contiene un grupo prostético Hemo, un anillo orgánico tetrapirrólico compuesto por cuatro 
anillos pirrólicos enlazados por puentes de metileno tipo alfa. Esta red plana de dobles 
enlaces conjugados absorbe el espectro de luz visible tomando un color rojo oscuro. Los 
sustituyentes en la posición beta del grupo Hemo son los grupos metil, vinil y propionato, 
arreglados en el orden: M, V, M, V, M, Pr, Pr, M (Murray, 2003). Un ión de hierro (Fe2+) 
reside en el centro del tetrapirrol (Figura 2); la oxidación y reducción de este, es esencial 
para su función como transportador de electrones; este átomo tiene 6 enlaces 
coordinados, 4 con los nitrógenos del anillo, que se encuentran en el mismo plano de 
este, poseen un carácter donador de electrones que ayuda a prevenir la conversión del 
hierro ferroso (Fe2+) a férrico (Fe3+), al cual no se puede unir el oxígeno; los otros dos 
enlaces se localizan espacialmente de manera perpendicular al plano del grupo Hemo, el 
cual se encuentra secuestrado en el fondo dentro de la estructura proteica restringiendo 
el acceso a estos dos enlaces, uno de ellos es ocupado por un nitrógeno de una cadena 
lateral de un residuo de Histidina, el otro enlace es el sitio de unión del oxígeno; esta 
disposición geométrica es en parte la que impide la unión del CO2 a la hemoglobina, a 
pesar de su mayor afinidad en comparación con el O2. Dado que la repulsión estérica 
entre la porfirina y la histidina F8 en la conformación deoxi debe ser superada con la 
asociación del O2, la unión de este primer oxígeno es caracterizada por una constante de 
afinidad relativamente baja. Sin embargo, cuando ocurre la asociación del oxígeno al 
primer grupo Hemo en la deoxihemoglobina, el cambio en la posición del átomo de hierro 
desde arriba del plano de la porfirina hacia el centro de esta, dispara un cambio 
conformacional en toda la molécula; el cambio en la conformación resulta en una mayor 
afinidad del O2 a los demás Hemo después que el primer oxígeno se ha unido 
(Lehninger, 2001).  
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Figura 2.  Grupo Hemo 
 
La síntesis de hemoglobina comienza en los proeritroblastos y continúa en menor escala 
en el estadio de reticulocitos, porque cuando estos dejan la médula ósea y pasan al 
torrente sanguíneo se sintetizan cantidades mínimas de hemoglobina durante un día 
aproximadamente ya que estas células no poseen núcleo. La succinil-CoA formada en el 
ciclo de Krebs, se une a la glicina para formar una molécula de pirrol. Después, cuatro 
pirroles se combinan para formar la protoporfirina IX, que tiende a combinarse con el 
hierro para formar la molécula Hemo. Finalmente, cada molécula se combina con una 
larga molécula polipeptídica, llamada globina, formando una subunidad o cadena de 
hemoglobina (Guyton, 2000). 
 
Existen ligeras variaciones en las subunidades o cadenas de hemoglobina, dependiendo 
de la composición de aminoácidos de la porción polipeptídica. Los diferentes tipos de 
cadenas resultantes se denominan alfa, beta, gamma y delta. La forma más frecuente de 
hemoglobina en el humano adulto es la tipo A, que es una combinación de dos cadenas 
alfa y dos cadenas beta, el polipéptido α de 141 y el β de 146 aminoácidos, que difieren  
en sus secuencias pero que conservan una estructura cuaternaria similar dándoles 
función similar a pesar de sus diferencias. Aproximadamente el 70% de los residuos 
participan en las estructuras secundarias tipo α hélice, generando 7 segmentos 
helicoidales en la cadena α y 8 en la cadena β; Estas últimas 8 regiones son 
comúnmente nombradas de la letra A hasta la H, iniciando con la A desde la primera 
hélice en la región NH2 terminal, las regiones interhelicales son designadas como AB, 
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BC, CD, etc. La región no helicoidal entre la región NH2 terminal y la primera hélice A es 
designada la región NA y la que comprende entre el segmento COOH terminal y la última 
hélice H es designada región HC, (Matthews, 2000). 
 
Debido a que cada cadena tiene un grupo prostético Hemo, hay 4 átomos de hierro por 
cadena; cada una de ellas, puede unirse a una molécula de oxígeno.  Por esta razón, 4 
moléculas de oxígeno pueden ser transportados por cada molécula de hemoglobina. La 
naturaleza de las cadenas de hemoglobina determina la afinidad de unión de la 
hemoglobina por el oxígeno. El oxígeno no se combina con los dos enlaces positivos del 
hierro en la molécula de hemoglobina. En su lugar, se coordina con el átomo de hierro 
para que la asociación sea fácilmente reversible. El oxígeno no se transporta como ión, 
sino como molécula de oxígeno compuesta de dos átomos a los tejidos, y a causa de la 
debilidad del enlace y a la reversibilidad de la combinación se libera a los líquidos 
tisulares en forma de molécula de O2 disuelta (Guyton, 2000).  
 
La unión del O2 a la hemoglobina sigue los mismos parámetros de interacción ligando 
proteína, para lo cual se aplican los conceptos de constante de disociación (kd) con las 
modificaciones necesarias adecuadas para un gas (Lehninger, 2001).
 
 
Los gases pueden moverse desde un punto a otro por difusión, en donde la causa de 
movimiento es la diferencia de presiones entre el primero y el segundo. La presión se 
origina por el impacto constante de moléculas en movimiento contra una superficie donde 
la presión total es directamente proporcional a la concentración de moléculas de gas. En 
fisiología respiratoria se trata con mezclas de gases, O2, N2 y CO2; la tasa de difusión de 
cada uno de estos gases es directamente proporcional a la presión originada por ese gas 
determinado, que se denomina presión parcial del gas (Pgas) (Guyton, 2000). 
 
Cuando la Po2 es elevada, como en los capilares pulmonares, el oxígeno se liga a la 
hemoglobina, pero cuando es baja, como en el caso de los capilares tisulares, el oxígeno 
se libera de la hemoglobina. Esto constituye la base de casi todo el transporte de oxígeno 
desde los pulmones a los tejidos. En la curva de disociación de la hemoglobina (Figura 
3), se demuestra un aumento progresivo del porcentaje de la hemoglobina con oxígeno 
ligado a medida que aumenta la Po2 sanguínea y se denomina porcentaje de saturación 
de la hemoglobina (Guyton, 2000). 
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Figura 3. Curva de disociación de la hemoglobina. Tomado de Díaz, 2005. 
  
 
2. Problema y Justificación 
Los productos de ingeniería de tejidos se elaboran sembrando células en soportes 
tridimensionales elaborados con materiales biodegradables y biocompatibles e incubando 
en condiciones que permitan la adhesión de las células a los soportes, su migración, 
proliferación y el remodelado del soporte.  Hasta el momento, ninguno de los soportes 
diseñados para ingeniería de tejidos es vascularizado.  Por esta razón, la concentración 
de O2 va disminuyendo rápidamente desde el exterior al interior del soporte.  Cuando las 
células crecen dentro del soporte consumen el oxígeno disponible, pronunciando el 
gradiente de concentración de O2 generado. El incremento de la densidad celular a 
través del tiempo  junto con el incremento en la formación de matriz extracelular (MEC) 
dentro de los poros, dificultan aún más la difusión del O2 limitando su disponibilidad para 
las células localizadas en el interior del mismo (Malda Jos, 2007). Los estados de hipoxia 
que se generan, estresan a las células y dificultan la obtención de tejido in vitro con 
características similares al in vivo. Lo anterior, hace necesario diseñar soportes que 
garanticen la distribución del oxígeno en las zonas externas e internas de estos. 
 
El propósito de nuestro grupo de investigación es desarrollar productos de ingeniería de 
tejidos que puedan ser empleados como injertos en heridas grandes de mucosa oral y 
piel. El grupo ha elaborado tejido conectivo oral artificial y cuenta con datos preclínicos 
que muestran que su uso como injerto disminuye la contracción de heridas mucosas de 
espesor parcial y mejora la calidad del tejido reparado (Espinosa et al., 2010). Nuestro 
avance en el desarrollo de sustitutos de tejido depende de la disponibilidad de un buen 
soporte caracterizado, que in vitro permita la obtención de tejido conectivo artificial y que 
in vivo, al ser injertado favorezca la regeneración del tejido lesionado y desfavorezca la 
reparación que conduce a la formación de cicatriz. Un paso importante en este proceso, 
es optimizar el diseño de los soportes de colágeno I que empleamos para sembrar 
fibroblastos autólogos aislados de los tejidos de interés. La concentración de O2 en el 
soporte es una de las variables que se deben optimizar con el fin de garantizar que haya 
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oxígeno disponible a lo largo de todo el soporte; lo cual, disminuiría los estados de 
hipoxia que los fibroblastos enfrentan cuando se siembran en soportes tridimensionales 
favoreciendo su función. En estas condiciones, el componente celular de estos productos 
utilizaría el metabolismo aerobio que favorece la división y adhesión celular, la síntesis de 
proteínas y demás procesos que requieran de gasto de energía, evitando estados de 
quiescencia, en incluso muerte por anoxia. Consecuentemente, el tejido artificial se 
podría obtener en menor tiempo. 
 
La hemoglobina es la proteína encargada del transporte gaseoso en la sangre, su 
afinidad por el oxígeno es dependiente del pH y de las diferencias en las presiones 
parciales tanto del O2 como del CO2. Cuando el pH disminuye, la afinidad de la proteína 
por el oxígeno disminuye y cuando hay diferencias de presiones se presentan los 
cambios de la proteína entre Oxi y carboxihemoglobina. Aunque se ha reportado la 
producción de soportes de colágeno-zirconio con hemoglobina inmovilizada (Zong, 
2007), láminas de colágeno con hemoglobina y catalasa incorporadas (Li, 2005)  y la co-
encapsulación de  hemoglobina entrecruzada con PLG con islotes en microcápsulas para 
mejorar las condiciones de oxigenación (Young, 2002), esta estrategia no ha sido lo 
suficientemente explorada y su potencial aun no está claro. Por esta razón, el presente 
proyecto propone el desarrollo de soportes de colágeno conjugados con hemoglobina y 
su evaluación como sustrato para el crecimiento de fibroblastos humanos aislados de 
mucosa oral y piel.      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
3. Objetivos 
3.1 Objetivo General 
Desarrollar soportes de colágeno tipo I asociados con hemoglobina aislada de sangre 
periférica humana. 
3.2 Objetivos Específicos 
• Adecuar un protocolo de aislamiento de hemoglobina a partir de sangre periférica 
minimizando la conversión a meta-hemoglobina. 
• Entrecruzar soportes de colágeno tipo I con hemoglobina humana aislada, usando 
el entrecruzamiento con glutaraldehído estandarizado por nuestro grupo de 
investigación. 
• Evaluar la funcionalidad de la hemoglobina asociada con los soportes y confirmar 
la composición de las diferentes matrices modificadas 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
4. Materiales y Métodos 
4.1 Aislamiento Hemoglobina 
La metodología de aislamiento de la hemoglobina se estableció modificando 
procedimientos reportados (Sakai et al, 1993 y Chae et al, 2002), con el fin de controlar la 
conversión de hemoglobina a meta hemoglobina. La Figura 4, muestra el método original 
y el método modificado establecido durante la ejecución de este trabajo. 
 
 
 
Figura 4. Comparación del método de purificación de hemoglobina reportado con el método 
modificado establecido en este trabajo. EL proceso original (A) incluye el uso de solventes 
orgánicos y el calentamiento a 60º C del sobrenadante de la primera centrifugación. En el método 
modificado los solventes orgánicos fueron sustituidos por métodos físicos de hemólisis y el 
calentamiento del sobrenadante de la primera centrifugación se omitió (B). 
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4.1.1 Lisis eritrocitos 
Una unidad (500 mL) de glóbulos rojos empaquetados (GRE) vencidos, cordialmente 
donada por la Cruz Roja Colombiana, fue diluida (375 mL) 1:1 en NaCl 0.9 % y 
expuesta a un flujo constante de 10 LPM de monóxido de carbono durante tres 
tiempos diferentes (120, 240 y 360 s), en un agitador orbital (LAB-LINE Instruments 
INC. mod. 3582, Illinois, USA). La muestra obtenida fue alicuotada en tubos Falcon 
de 15 mL (Globe Scientific), para hacer tres lavados con solución salina normal (SSN) 
0.9% en una centrífuga Hermle (Labnet. mod. Z400K, Wehingen, Deutschland) a 
4500 rpm durante 25 minutos. Posterior a esto, se utilizaron los siguientes métodos 
físicos de lisis celular con el fin de no alterar la estructura ni la actividad de la enzima:  
 Sonicación: En un homogenizador ultrasónico (Cole Parmer, Illinois, USA), se 
sonicaron muestras alicuotadas a tres tiempos (60, 30 y 15 s, 5% de amplitud por 
10 s con intervalos de 2 s). La lisis celular fue evaluada observando la suspensión 
con un microscopio de luz invertido. 
 Congelamiento: Las muestras alicuotadas fueron colocadas en un tubo Falcon® 
de 50 mL (Becton Dickinson), hasta completar volumen. El tubo se congeló a -20° 
C durante 24 horas. Transcurrido este tiempo, la muestra se descongeló a 
temperatura ambiente y se observó en el microscopio invertido de luz. 
 Choque osmolar: Glóbulos rojos fueron resuspendidos en SSN 0.9%, siguiendo 
indicaciones reportadas para lisiar eritrocitos (Zurier et al, 1973). 
 Lisis por estrés osmolar y congelamiento: El pellet celular fue re-suspendido en  
SSN 0.9%. En cada uno de los tubos se adicionó solución salina hipertónica y 
H2O tipo I, para estresar osmolarmente a las células y luego se congeló durante 
24 horas.  
 
4.1.2 Purificación 
Una vez lograda la ruptura de los eritrocitos se procedió a separar la hemoglobina del 
resto de componentes celulares de la siguiente manera: 
 
 Centrifugación: 9 tubos Falcon® de 50 mL (BD), fueron sometidos a 
centrifugación a 5000 rpm durante 30 minutos en una centrífuga Hermle (Labnet. 
mod. Z400K, Wehingen, Deutschland) con el propósito de separar los detritos 
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celulares (pellet) del contenido citoplasmático compuesto principalmente por 
hemoglobina (sobrenadante). 
 Ultrafiltración: Usando un cassette de ultrafiltración Sartorius® (10000 Da 
MWCO), se ultrafiltraron 370 mL del sobrenadante obtenido en la centrifugación  
a dos bares con una bomba peristáltica Milipore ®, con el fin de separar 
componentes celulares que tuvieran una masa molecular cercana a los 10000 
Da. 
 
4.1.3 Análisis y caracterización 
Las muestras obtenidas durante los diferentes procedimientos utilizados para el 
aislamiento de la hemoglobina, fueron analizadas y caracterizadas para determinar la 
pureza, estructura y función de la proteína obtenida.  A continuación se hace una 
descripción de los métodos de análisis empleados. 
 
 Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE): Este método se usó para 
separar las proteínas con base en el peso molecular (Bollag, 1996). La 
concentración proteica de la solución producto de la ultrafiltración fue 
determinada mediante el método de Bradford y se colocaron volúmenes de las 
muestras que contenían 5 µg de proteína total en un gel de SDS-poliacrilamida al 
12%. La separación electroforética se llevó a cabo en una cámara mini 
PROTEAN 3 (Bio-Rad®), a 120 V durante 120 minutos. Como marcador de peso 
se utilizó SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Broad Range (Bio-Rad®), así 
como un control positivo de hemoglobina H2500 (Sigma ®). 
 
 Electroforesis nativa: Este método separa las proteínas conservando su 
conformación.  Para estos análisis en los pozos se colocaron volúmenes de 
muestra conteniendo 5µg de proteína, en un gel de poliacrilamida al 8.4% en 
condiciones no denaturantes y la electroforesis se llevo a cabo en una cámara 
mini PROTEAN 3 (Bio-Rad®), a 120 V durante 120 minutos. En el gel se incluyó 
como un control positivo hemoglobina H2500 (Sigma ®). 
 
 Tinción: Los geles obtenidos en las electroforesis, nativa y denaturalizante, se 
sumergieron en una solución Blue Silver (metanol al 20%, ácido fosfórico al 10%, 
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sulfato de amonio al 10% y Azul de Coomassie G-250 al 0.125%), durante toda la 
noche y se decoloraron realizando lavados sucesivos con H2O hasta eliminar el 
exceso de colorante. 
 
 Western Blot: Los geles obtenidos en las separaciones electroforéticas realizadas 
en condiciones no - denaturantes y denaturantes (para esta última se utilizó un 
marcador de peso molecular NewEngland P7709s) fueron transferidos a 
membranas de nitrocelulosa con porosidad de 0.20 µm (General Electric). La 
transferencia se realizó usando una cámara de transferencia (Trans-Blot® Semi-
Dry transfer cell), a 12 V durante 200 minutos. Para el reconocimiento de la 
hemoglobina, se utilizó un kit Abcam® compuesto por un anticuerpo primario 
monoclonal isotipo IgG de conejo contra Hb humana (ab92492), un anticuerpo 
secundario policlonal isotipo IgG de cabra contra IgG de conejo acoplado con 
peroxidada de rábano (ab97051) y un sistema revelador quimioluminiscente 
(ab5801), siguiendo las recomendaciones del proveedor. 
 
 Espectrofotometría UV-Vis: Con el fin de identificar los picos de absorción para 
los diferentes estados de asociación de la hemoglobina (Metahemoglobina (Hi), 
oxihemoglobina (HbO2), carboxihemoglobina (HbCO)) (Van Kampen et al., 1983), 
se realizó un barrido de absorción molecular entre 400 y 500 nm para las 
siguientes muestras: i) GRE sin gasificar; ii) GRE gasificados con monóxido de 
carbono durante 120, 240 y 360 segundos. También, se hizo un segundo barrido 
de absorción molecular entre 480 y 680 nm para las siguientes muestras: i) GRE 
lavados; ii) GRE lisados; iii) Solución ultrafiltrada de Hb; iv) Hemoglobina 
comercial H2500 (Sigma ®).   
 
 Espectrometría de masas MALDI-TOF: Para este análisis se usó un método 
lineal en modo positivo (LP_12kDa). Se mezclaron 2.5µL de muestra con 18µL 
de matriz (solución sobresaturada de CCA (ácido α-Ciano-4-hidroxicinámico) en 
T:A (66% H2O, 33% acetonitrilo, 1% ácido trifluoro acético), de esta mezcla se 
sembraron 3µL que se analizaron en un espectrómetro de masas MALDI-TOF 
microflex (Bruker Daltonics). 
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 Cuantificación de Proteínas: El método de Bradford es un método colorimétrico 
analítico empleado para determinar el contenido proteico de una solución. Como 
todos los métodos de cuantificación requiere una curva de calibración elaborada 
con concentraciones conocidas de una proteína patrón. En este trabajo la curva 
de calibración fue realizada utilizando hemoglobina comercial H2500 (Sigma ®). 
Con este fin, se preparó una solución (200µg/mL) de la hemoglobina comercial 
que fue diluida para obtener volúmenes de 100 µL con las siguientes 
concentraciones: 0.2, 0.16, 0.12, 0.08, 0.04 y 0.02 µg/ µL. A cada una de las 
soluciones obtenidas se le agregó 1mL del reactivo de Bradford (etanol 95%, 
ácido fosfórico 88%, Serva Blue G) y después de 2 minutos se realizó la lectura 
de la absorbancia de las muestras a 595 nm en un espectrofotómetro Spectronic 
20 Genesys (Spectronic instruments). Cada uno de los puntos de la curva de 
calibración representó el promedio de tres mediciones independientes. Las 
muestras analizadas fueron diluidas para ajustar las absorbancias a la ley de 
Lambert-Beer y se realizaron las lecturas de absorbancia por triplicado. Los 
valores interpolados en la curva de calibración para establecer la concentración 
de hemoglobina fueron el resultado de promediar estas tres lecturas. 
4.2 Aislamiento de colágeno 
El colágeno se aisló siguiendo procedimientos descritos por el grupo (Pérez et al., 2001). 
Después de retirar el tejido muscular y adiposo, el tejido se lavó con etanol  y se cortó en 
pedazos pequeños que fueron sumergidos en ácido acético y mantenidos a 4°C en 
agitación por varios días. Transcurrido ese tiempo, la suspensión se filtró y el filtrado se 
trató con NaOH 5 M. Luego, la suspensión obtenida se agitó y centrifugó a 12000g 
durante 10 minutos a temperatura ambiente. El colágeno precipitado se lavó con PBS por 
24 horas y luego con agua destilada por otras 24, para posteriormente disolverlo en ácido 
acético 0.1 M. 
4.3 Elaboración de los soportes de colágeno asociados 
con hemoglobina 
Este procedimiento se llevó a cabo modificando el protocolo de Pérez y cols (2001). Una 
vez conocida la concentración del colágeno extraído, esta se ajustó a 5 mg/mL. 
Posteriormente, la solución de colágeno fue vertida en moldes (Becton, Dickinson 
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Labware, NJ, USA), congelada a -20°C y liofilizada.  Los soportes obtenidos fueron 
recortados para obtener 12 soportes de 4 cm2 que fueron pesados y promediados. 
 
Para asociar la hemoglobina con los soportes de colágeno se empleó como agente 
entrecruzante una solución de glutaraldehído en PBS al 0.04%. El entrecruzamiento se 
llevó a cabo durante 24 horas a temperatura ambiente y luego de esto, los soportes se 
lavaron tres veces con agua destilada para retirar el exceso de glutaraldehído, finalmente 
se congelaron y se liofilizaron.  
4.4 Análisis de los soportes asociados con hemoglobina 
 
4.4.1 Test de Oxido-reducción (Reacción de bencidina) 
Se preparó una solución de bencidina en ácido acético al 1% p/v la cual se adicionó 
sobre los soportes entrecruzados con hemoglobina. Luego se adicionaron cuatro gotas 
de H2O2 al 2%, siguiendo procedimientos descritos (Oser, 1965). En este trabajo se 
observó la conveniencia de dividir virtualmente en cuartos el área del soporte y colocar 
en cada uno de ellos una gota de la solución de peróxido de hidrógeno con el fin de 
garantizar el cubrimiento de toda el área del soporte. El fundamento de esta 
determinación cualitativa es la descomposición del H2O2 a O2  catalizada por el grupo 
heme de la hemoglobina. El O2 producto de esta descomposición oxida a la bencidina 
produciéndose un derivado verde o azul que es detectado colorimétricamente. Los 
soportes con las tres concentraciones diferentes de Hb fueron evaluados por triplicado, 
incluyendo soportes de colágeno I, del mismo lote y no asociados a hemoglobina como 
control negativo de la reacción. En cada soporte se colocaron 1.4mL de solución 
saturada de bencidina en ácido acético precalentada y luego se adicionaron las gotas de 
H2O2. 
 
4.4.2  Espectroscopía de absorción atómica de hierro 
Los soportes con diferentes concentraciones de hemoglobina fueron sometidos a 
digestión química siguiendo el protocolo 3030 H para la exanimación de aguas (APHA 
1999). La muestra fue calentada hasta mineralizar, luego se adicionaron 5mL de HNO3 
concentrado y se evaporó por calentamiento en baño de maría; posteriormente se 
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agregaron 5 mL de  HNO3 y 5 mL de HClO4. Los ensayos de espectroscopía de 
absorción atómica se realizaron en un equipo Thermo Electron Corporation S series AA 
Spectrometer y con el software Soolar, este equipo se encuentra en el Laboratorio de 
Análisis Instrumental de los laboratorios de Ingeniería Química de la Universidad 
Nacional de Colombia. Las condiciones del espectrofotómetro empleadas para la lectura 
de las muestras, fueron las siguientes:  
• Longitud de onda: 248,3 nm. 
• Corriente de lámpara: 75%. 
• Corrección de fondo con lámpara de Deuterio. 
• Gases de combustión: Aire y acetileno. 
• Flujo combustible: 0.9 L/min. 
Inicialmente se elaboró una curva de calibración con soluciones de hierro de las 
siguientes concentraciones: 5, 10 y 15 mg/L. Debido a que las concentraciones de hierro 
de las muestra estaban por debajo del rango de las concentraciones empleadas para la 
curva obtenida, se procedió a elaborar otra curva de calibración con soluciones de 
concentración menores: 1, 3 y 7 mg/L. Los datos obtenidos fueron ajustados a la 
linealidad por el método de mínimos cuadrados. 
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5. Resultados 
5.1 Obtención de hemoglobina 
Las modificaciones introducidas por el presente trabajo de maestría a los métodos para 
obtención de hemoglobina reportados por Sakai et al (1993) y Chae et al. (2002), se 
centraron en la utilización de métodos físicos de lisis de eritrocitos. La Tabla 1 presenta 
los métodos físicos empleados en este trabajo para lisar las células, el número de células 
viables obtenido después de la aplicación de los mismos y el porcentaje de lisis. Los 
resultados indican que el mayor porcentaje de lisis fue alcanzado cuando se combinaron 
los métodos de estrés osmolar y congelamiento.  
 
Método de lisis Conteo celular inicial (cel/mL) 
Conteo celular 
post-tratamiento 
(cel/mL) 
Porcentaje 
de lisis 
Sonicación ≈51.24 x 107 ≈ 0% 
Congelamiento ≈51.24 x 107 ≈ 0% 
Estrés osmótico 27.58 x 107 46.2% 
Estrés osmótico y  
congelamiento 
51.24 x 107 
2.8 x 106 99.5% 
 
Tabla 1. Métodos físicos empleados para lisar eritrocitos 
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La Figura 5, muestra imágenes representativas de los conteos celulares realizados en la 
cámara de Neubauer después de aplicados los diferentes métodos de lisis. El panel A, 
corresponde al conteo pre-tratamiento de los eritrocitos; el panel B, al conteo post-
tratamiento con estrés osmótico y el C, al conteo post-tratamiento con congelamiento y 
estrés osmótico. Como se puede observar en la figura, solamente se pudo obtener lisis 
casi total (99.5%), en las células tratadas con esta última aproximación metodológica. 
 
 
Figura 5. Conteo de eritrocitos. Se colocaron alícuotas de suspensiones celulares en una cámara de 
Neubauer. Panel A: Conteo celular de eritrocitos suspendidos en SSN 0.9% y gaseados con CO. 
Número de células viables: 51.24 x 107 cel/mL (Equivalentes al 100%). Panel B: Conteo de eritrocitos 
gaseados con CO, incubados con una solución hipotónica SSN 0.85% durante 5 minutos, a la que 
posteriormente se le agregaron tres volúmenes de H2O tipo I. Número de células viables: 27.58 x 107 
cel/mL (Equivalentes al 53.8%). Panel C: Conteo de eritrocitos sometidos a congelamiento y estrés 
osmótico. Número de células viables 2.8 x 106 (Equivalente 0.5%). 
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5.2 Análisis hemoglobina aislada 
La presencia y estado de la hemoglobina aislada fue evaluada mediante electroforesis en 
gel de poliacrilamida en condiciones no denaturantes (Figura 6). En el carril 1 del gel de 
separación se incluyó hemoglobina comercial sigma® (H2500), en los otros carriles se 
sembraron diferentes diluciones de la proteína aislada. Se puede apreciar que el patrón 
electroforético de las diluciones de la muestra coincide con el de la proteína comercial. 
 
 
Figura 6.  Electroforesis en condiciones no denaturantes. Se uso un gel de poliacrilamida al 8.4%, 
como gel de separación. Las muestras incluidas en el gel fueron: Hemoglobina comercial sigma® 
(Carril 1),  diluciones 1:100 (Carril 2), 1:200 (Carril 3), 1:400 (Carril 4), 1:800 (Carril 5) y 1:1000 
(Carril 7) de la hemoglobina aislada y purificada. 
 
La Figura 7, Panel A, muestra los resultados de la electroforesis en condiciones 
denaturantes (SDS-PAGE) de la proteína aislada. En ella se observa que la hemoglobina 
comercial empleada como control positivo (Carril 1) es resuelta en una banda con un 
peso aproximado de 15.000 Da, la cual coincide con la banda obtenida al hacer el 
análisis de la proteína aislada a partir de glóbulos rojos (Carril 2). Después de transferir 
las proteínas a una membrana de nitrocelulosa e incubar con un anticuerpo monoclonal 
IgG de conejo anti-hemoglobina humana que se detectó con un anticuerpo secundario de 
cabra contra IgG de conejo acoplado con fosfatasa alcalina, la membrana fue revelada 
usando un sistema de detección BCIP/NBT. Los resultados presentados en la Figura 7, 
Panel B, indican que no hubo detección ni de la hemoglobina comercial utilizada como 
     1           2          3          4         5          6 
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control positivo, ni de la proteína aislada de los glóbulos rojos. En el gel fue incluida la 
proteína de superficie 12 de Plasmodium vivax, con el fin de controlar la transferencia de 
las proteínas a la membrana de nitrocelulosa y la eficiencia del sistema de detección. Los 
resultados presentados muestran que la proteína Pv12 si fue detectada (Figura 7, flecha).         
 
Figura 7. Electroforesis en condiciones denaturantes (gel de poliacrilamida al 12%). En el Panel 
A, se observan las bandas correspondientes a las proteínas separadas en el análisis teñidas con Azul de 
Coomassie Las bandas obtenidas corresponden a la hemoglobina comercial (Carril 1) y a la 
hemoglobina aislada de los glóbulos rojos (Carril 2). El Panel B, muestra el Western Blot de la 
membrana de nitrocelulosa a la que se transfirieron las muestras; se aprecia: Proteína aislada 
incubada con los anticuerpos primarios y secundarios comerciales y revelada con el sistema 
quimioluminiscente (Carril 1); proteína aislada incubada con el anticuerpo primario ab92492, 
anticuerpo secundario de cabra contra IgG de conejo acoplado con fosfatasa alcalina (1:5000), 
revelada con el sistema colorimétrico de detección BCIP/NBT (Carril 2); hemoglobina comercial 
sigma® (Control positivo), incubada con los anticuerpos primarios y secundarios comerciales y 
revelada con sistema quimioluminiscente (Carril 3); hemoglobina comercial sigma® incubada con  
anticuerpo primario 92492, anticuerpo secundario de cabra contra IgG de conejo acoplado con 
fosfatasa alcalina (1:5000),  revelada usando el sistema colorimétrico de detección BCIP/NBT (Carril 
4); patrón de peso molecular de amplio rango NewEngland® P7709s (PP); lisado de E. coli expresando 
Pv12 incubado con anticuerpo primario policlonal en conejo anti-Pv12 (1:100), anticuerpo secundario 
97051, revelada usando el sistema quimioluminiscente (Carril 5); lisado de E. coli expresando Pv12 
incubado con anticuerpo primario policlonal en conejo anti-Pv12 (1:100), anticuerpo secundario de 
cabra contra IgG de conejo acoplado con fosfatasa alcalina (1:5000), revelado usando el sistema 
colorimétrico de detección BCIP/NBT (Carril 6); Pv12 purificada incubada con anticuerpo primario 
policlonal en conejo anti-Pv12  (1:100), anticuerpo secundario 97051, revelada con el sistema 
quimioluminiscente (Carril 7); Pv12 purificada incubada con anticuerpo primario policlonal en conejo 
anti- Pv12 (1:100), anticuerpo secundario de cabra contra IgG de conejo acoplado con fosfatasa 
alcalina (1:5000), revelada con el sistema colorimétrico de detección BCIP/NBT (Carril 8).   
A B 
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Debido a que no se pudo confirmar mediante Western Blot la identidad de la proteína 
aislada, se procedió a hacer un análisis de espectrometría de masas por MALDI-TOF. En 
la Figura 8, se presentan los espectros de la hemoglobina comercial y de la hemoglobina 
aislada a partir de glóbulos rojos. En el espectro de rango corto [5.000 a 30.000 unidades 
de masa atómica, en la relación masa/carga (m/z)], se observan los picos moleculares 
representativos de los iones más estables de la hemoglobina comercial (Panel A). 
También, en el espectro de rango extendido (20.000 a 180.000 m/z) claramente se ve la 
presencia única de los picos moleculares de los iones (+1 y +2) estables de las 
subunidades α y β de la hemoglobina comercial (Panel B). Como se ve en los paneles C 
y D, los espectros de la proteína aislada de glóbulos rojos son iguales a los del control 
positivo.   
 
α-Hb (+2) 
β-Hb (+2) 
α-Hb (+1) 
β-Hb (+1) 
α-Hb (+1) 
β-Hb (+1) 
α-Hb (+2) 
β-Hb (+2) 
α-Hb (+1) 
β-Hb (+1) 
α-Hb (+1) 
β-Hb (+1) 
A B 
C D 
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Figura 8. Espectrometría de masas MALDI-TOF. El análisis incluyo hemoglobina comercial (Control 
positivo) y hemoglobina aislada de glóbulos rojos ultrafiltradas. Los paneles A y B, presentan los 
espectros en rango corto y extendido de la hemoglobina comercial. Los paneles C y D, presentan los 
espectros de la proteína purificada. En todos los casos se aprecian las dos subunidades (α y β) en 
estado de ionización sencillo (+1) y doble (+2). 
La concentración final de la proteína obtenida después del proceso de purificación y 
aislamiento, fue determinada por el método de Bradford. En la Figura 9, se presenta la 
curva de calibración. Para determinar la concentración de la hemoglobina aislada de 
glóbulos rojos, se realizó una dilución 1:10000 de la muestra con el fin de obtener una 
lectura que estuviera dentro de la relación lineal absorbancia /concentración (ley de 
Lambert-Beer). Los valores de absorbancia de las diluciones de hemoglobina preparadas 
fueron promediados; el valor promedio obtenido, se incluyó en la ecuación de la curva de 
calibración para determinar la concentración de hemoglobina (Tabla 2). 
 
Curva de Calibración Hb
y = 0,0044x + 0,0223
R2 = 0,9928
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Figura 9. Curva de calibración Hb. Las muestras con concentraciones diferentes utilizadas para la 
elaboración de la curva de calibración, descritos en Materiales y Métodos, fueron preparadas con 
hemoglobina comercial. 
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Muestra Absorbancia Promedio Ecuación de  la curva Concentración (mg/mL) 
1 0.246 
2 0.297 
3 0.232 
0.258 Y=0.0044X + 0.0223 535.6 
 
Tabla 2. Concentración de la  hemoglobina aislada de glóbulos rojos. 
 
Para confirmar que las condiciones de gasificación con CO de los eritrocitos antes que se 
lisaran permitían obtener oxihemoglobina y carboxihemoglobina se procedió a determinar 
el estado de asociación de la hemoglobina con monóxido de carbono empleando tres 
tiempos de gasificación.  En la Figura 10, se muestran los espectros de absorción 
molecular entre 400 y 500 nm, para los tiempos de aireación evaluados de la 
hemoglobina con CO. En la figura se observa que el espectro de absorción de la 
oxihemoglobina exhibe un máximo a 415 nm, el cual a medida que aumentan los tiempos 
de exposición al CO se desplaza hacia el máximo de absorción correspondiente a la 
carboxihemoglobina, que se localiza en 420 nm.  
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Figura 10. Espectro de absorción molecular de lisados de glóbulos rojos. Los análisis fueron 
llevados a cabo en el rango de 400 a 500 nm. Se muestran los espectros   correspondientes a 
Oxihemoglobina (Negro) y carboxihemoglobina después de 120 segundos de gasificación (Verde), 240 
segundos (Azul) y 360 segundos (Rojo). 
 
Con el fin de asegurar que después de su aislamiento y purificación, la hemoglobina 
aislada de glóbulos rojos empaquetados se mantiene en estado reducido, se hizo otro 
análisis de absorción molecular en el rango 480 y 680 nm. La gráfica presentada en la 
Figura 11, muestra los espectros de absorción molecular de la hemoglobina aislada en 
las diferentes etapas del proceso de aislamiento y purificación. En este análisis se incluyó 
hemoglobina comercial sigma® H2500 (Metahemoglobina). Como se puede observar 
que el patrón de los espectros de la hemoglobina presente en las diferentes etapas de 
aislamiento y purificación es diferente al patrón de absorción de la metahemoglobina. 
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Figura 11. Espectro de absorción molecular de la hemoglobina durante diferentes etapas de su 
aislamiento y purificación. Este análisis se realizó en el rango de absorción entre 480 y 680 nm. Se 
muestran los espectros correspondientes a la hemoglobina comercial sigma® H250 (Rojo); lisado de 
glóbulos rojos (Verde) y hemoglobina ultrafiltrada (Azul). 
 
5.3 Análisis de los soportes asociados a hemoglobina 
Los soportes de colágeno entrecruzados con las tres soluciones de diferentes 
concentraciones de hemoglobina fueron hidratados con la solución saturada de bencidina 
en ácido acético durante 5 minutos, tiempo en el cual se observó su completa 
hidratación. Posteriormente, se agregaron cuatro gotas de peróxido de hidrógeno al 2% 
por cuadrante y después de 5 minutos se evidenció cambio de coloración. Las imágenes 
de los soportes analizados son presentadas en la Figura 12.  Se observa  un cambio en 
la intensidad de la coloración de los soportes que fue proporcional a las concentraciones 
de hemoglobina asociadas con cada soporte. También, se puede ver que el soporte de 
colágeno sin hemoglobina (Control negativo) no tuvo ningún cambio de coloración.  
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Figura 12. Análisis con bencidina de los soportes de colágeno I asociados a diferentes 
concentraciones de hemoglobina. Se aprecia el cambio de coloración de la reacción hacia el color 
verde, el cual es proporcional a la concentración de la hemoglobina para cada soporte; así mismo en el 
soporte control sin hemoglobina no se identificó ningún cambio de coloración.  Soporte de colágeno I 
sin hemoglobina (Panel A); soporte de colágeno I asociado a 0.192 mg/mL (Panel B);  soporte de 
colágeno I asociado a 0.096 mg/mL (Panel C); soporte de colágeno I asociado a 0.048 mg/mL (Panel 
D).               
 
Con el fin de establecer la concentración (mg/L) de los átomos de hierro asociados con el 
soporte, se realizó espectroscopía de absorción atómica de soportes asociados con las 
diferentes concentraciones de hemoglobina utilizadas (0.192, 0.096 y 0.048 mg/mL) y de 
un soporte de colágeno I no asociado con hemoglobina (Control negativo). Debido a la 
sensibilidad del equipo, cada determinación requería elaborar una curva de calibración. 
La Figura 13, Paneles A y B, muestra las curvas de calibración elaboradas para cada una 
de estas determinaciones empleando 5, 10 y 15 mg/L de hierro. La Figura 17, Panel C, 
muestra la curva de calibración elaborada con 1, 3 y 7 mg/L de hierro. 
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Figura 13. Curvas de calibración absorción atómica de hierro. Páneles A y B. 5, 10 y 15 mg/L de 
hierro. Panel C. 1, 3 y 7 mg/L de hierro. 
 
 Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 
Muestra Hb 
(mg/mL) 
Promedio 
Ab Concentración 
Promedio 
Ab 
Concentración 
 
Promedio 
Ab 
Concentración 
 
1 
0.192  0.112 1.542 mg/L 0.082 1.848 mg/L 0.047 0.745 mg/L 
2 
0.096 0.064 0.642 mg/L 0.050 0.952 mg/L 0.079 1.321 mg/L 
3 
0.048  0.109 1.484 mg/L 0.079 1.776 mg/L 0.056 0.919 mg/L 
Control (-) 0.050 0.369 mg/L 0.038 0.608 mg/L 0.056 0.910 mg/L 
 
Tabla 3. Resultados ensayo de espectroscopía de absorción atómica de hierro por triplicado. 
 
 
 
 
Curva de calibración 3
y = 0,0561x
R2 = 0,9984
0
0,05
0,1
0,15
0,2
0,25
0,3
0,35
0,4
0,45
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Concentración (mg/L)
Ab
so
rb
an
ci
a
C 
38 Título de la tesis o trabajo de investigación 
 
 
6. Discusión 
Nuestro grupo de investigación elabora productos para tratar soluciones de continuidad. 
En su desarrollo, se emplean soportes tridimensionales de colágeno y fibroblastos 
incubados, dinámica o estáticamente, que remodelan los soportes y los remplazan por 
tejido artificial. El tejido obtenido no es uniforme, debido a que para la formación de tejido 
uniforme se necesita O2 en todo el soporte. Con el fin de desarrollar soportes de 
colágeno en los que el oxigeno se distribuya homogéneamente, se planteó el objetivo de 
esta tesis de maestría “Desarrollar soportes de colágeno tipo I asociados con 
hemoglobina aislada de sangre periférica humana”. En la conjugación de los soportes de 
colágeno con Hb, no se utilizó hemoglobina comercial ya que posee una concentración 
alta de metahemoglobina, forma oxidada de la hemoglobina, aproximadamente 75% 
(Chae et al, 2002). Por lo tanto se procedió a aislarla de unidades de glóbulos rojos 
empaquetados. Los procedimientos de aislamiento de hemoglobina encontrados en la 
literatura usan solventes orgánicos citotóxicos para lisar los glóbulos rojos (Sakai et al, 
1993), por lo que la hemoglobina obtenida puede tener residuos de estos, 
comprometiendo la seguridad de los soportes de colágeno con los que se asocia. 
También, utilizan calentamiento que es efectivo denaturando otras proteínas, pero puede 
afectar la estabilidad de la hemoglobina aislada. Por esta razón, en este trabajo se 
decidió modificar los protocolos de aislamiento retirando el uso de solventes orgánicos 
para lisis celular e introduciendo métodos físicos no agresivos que remplazaran el 
calentamiento. De este modo, la lisis de los glóbulos rojos se consiguió combinando 
congelamiento y choque osmótico. Aplicando las modificaciones descritas, fue posible 
lisar el 99.95% de los eritrocitos tratados, permitiendo así, que la gran mayoría de su 
contenido citoplasmático, rico en hemoglobina, pudiera ser utilizado como fuente de esta 
proteína transportadora de oxígeno. 
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Los análisis electroforéticos mostraron claramente que el patrón de corrido de la proteína 
aislada de glóbulos rojos es idéntico al de la hemoglobina comercial sigma® (H2500), 
usada como control positivo. A pesar de que los resultados del Western Blot, indican que 
no se inmunotipificó la hemoglobina aislada ni el control positivo, el hecho de que la 
proteína Pv12 fuera reconocida con los sistemas de detección que se emplearon, 
muestra que hubo una transferencia apropiada de las proteínas del gel a la membrana de 
nitrocelulosa y que los anticuerpos anti-hemoglobina empleados en esta detección no 
reaccionaron con el antígeno.   
 
Para asegurar la identidad y pureza de la proteína presente en las bandas observadas en 
los análisis electroforéticos, se realizaron los ensayos de espectrometría de masas por 
MALDI-TOF de la proteína aislada de glóbulos rojos y del control positivo una vez 
realizada su ultrafiltración. Los espectros obtenidos muestran la detección de una 
molécula con dos subunidades, con masa molecular correspondiente a las subunidades 
α y β de la hemoglobina (Shu-Yao, 2007). La ausencia de otras señales, evidenciada en 
el espectro de amplio rango, demostró la pureza de la hemoglobina aislada. 
 
La cuantificación de la hemoglobina obtenida de glóbulos rojos (535.6 mg/mL), indica que 
las altas cantidades logradas hacen que el método establecido sea un método viable. 
Igualmente, que a partir de material de descarte (Glóbulos rojos empaquetados vencidos) 
se puede obtener hemoglobina que al asociarse a soportes de colágeno I conserva su 
funcionalidad. 
 
Este trabajó introdujo manipulaciones de los glóbulos rojos que permitieron establecer el 
tiempo, flujo y volumen de exposición a CO requerido para asegurar que la hemoglobina 
durante el proceso de aislamiento cambia su estado de asociación de oxihemoglobina a 
carboxihemoglobina. Lo anterior es importante debido a que se ha reportado que la 
carboxihemoglobina es más estable durante su aislamiento y purificación (Sakai et al, 
1993). Los coeficientes de absortividad molar de la oxihemoglobina y de la 
carboxihemoglobina obtenidas corresponden con los reportados en la literatura para 
estas moléculas (van Kampen et al 1983). 
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El monitoreo llevado a cabo durante todo el proceso de aislamiento y purificación, mostró  
que la hemoglobina mantiene su mismo estado de asociación reducido todo el tiempo y 
que la formación de hemoglobina en estado oxidado (metahemoglobina), se pudo 
controlar. Lo anterior indica que el procedimiento de aislamiento modificado en este 
trabajo evita la conversión a metahemoglobina, una de las principales limitaciones de la 
hemoglobina comercial. 
6.1 Análisis de los soportes asociados a hemoglobina 
Existe una gran limitación para la evaluación de la hemoglobina asociada a los soportes, 
la cual está dada por el estado sólido de la muestra posterior a su liofilización, ya que no 
hay disponibles métodos de evaluación descritos con alta sensibilidad para determinar 
concentración y estado funcional de la proteína.  
 
A pesar de esto se recurrió al uso de un método bastante antiguo, utilizado en medicina 
legal, el cual permite identificar sangre oculta basado en las propiedades de 
oxidoreducción de la hemoglobina; este método nos permitió no solo confirmar la 
presencia de la proteína entrecruzada a los soportes de colágeno, sino también evidenció 
que la enzima conservaba su capacidad de oxidar y reducir, al observarse el cambio de 
coloración en los soportes una vez la bencidina es oxidada en presencia del H2O2; vale la 
pena resaltar el hecho que la intensidad de la coloración está directamente relacionada 
con la concentración de hemoglobina usada para cada soporte (Figura 12). 
 
Basados en la cantidad aproximada de hemoglobina que fue adicionada y entrecruzada 
se intentó establecer la relación entre el número de átomos de Fe por soporte y la 
concentración de hemoglobina mediante espectrometría de absorción atómica de hierro, 
teniendo en cuenta que una molécula de hemoglobina posee en su estructura 4 átomos 
de hierro. Sin embargo, los resultados de las lecturas estuvieron muy cercanos al control 
negativo, con lecturas que están por debajo del límite de detección del equipo, lo cual  
posiblemente se deba a la baja solubilidad del átomo de hierro, el cual puede continuar 
atrapado en la muestra, ya que los protocolos aplicados son principalmente usados para 
muestras de origen inorgánico, mientras que la muestra de estudio en este caso es de 
origen orgánico. 
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7. Conclusiones y recomendaciones 
7.1 Conclusiones 
Las modificaciones realizadas al protocolo de aislamiento de hemoglobina realizadas en 
este trabajo  permitieron la obtención y purificación de la hemoglobina a partir de glóbulos 
rojos empaquetados vencidos conservando sus características estructurales y su 
capacidad oxidoreductora. 
 
Se obtuvieron soportes de colágeno I entrecruzados con hemoglobina, en los cuales la 
esta proteína mantiene su actividad oxidoreductora. Hasta donde se sabe, este es el 
primer reporte del desarrollo de soportes de colágeno I entrecruzados con hemoglobina 
con capacidad oxidoreductora para uso en ingeniería de tejidos. 
7.2 Recomendaciones 
Los resultados de este trabajo son novedosos, por lo cual es de gran importancia realizar 
una completa caracterización del soporte de colágeno I asociado a hemoglobina. Esta 
debe incluir establecer las propiedades estructurales y mecánicas de los soportes 
desarrollados; así como, su bioactividad in vitro (Cultivos celulares) e in vivo (Modelo 
animal de pérdidas de continuidad de piel).  
 
Se recomienda establecer una metodología de análisis que permita la cuantificación del 
hierro asociado a los soportes de colágeno. De esta manera, se podrán llevar a cabo 
modificaciones puntuales de la metodología establecida, con el fin de asociar 
concentraciones fisiológicas de hemoglobina en los soportes empleados para elaborar 
tejidos artificiales.  
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Palabras clave: Glóbulos rojos, hemoglobina, soportes de colágeno, Ingeniería de 
Tejidos, Test de Bencidina. 
Resumen  Soportes de colágeno I fueron asociados con hemoglobina humana. La 
hemoglobina fue aislada a partir de glóbulos rojos empaquetados vencidos (GRE) 
manteniendo su estado funcional. Soportes de colágeno tipo I elaborados siguiendo 
metodologías descritas por el grupo, se entrecruzaron con hemoglobina usando 
concentraciones fisiológicas. La capacidad oxidoreductora de la hemoglobina asociada a 
los soportes de colágeno I, fue determinada por medio del test de bencidina. 
Keywords: Red blood cells, hemoglobin, collagen scaffolds, Tissue Engineering, 
Benzidin Test. 
 
Abstract  
In this work a procedure to obtain hemoglobin from expired packed red blood cells was 
established modifying an already described one. The isolated protein was evaluated using 
electrophoresis, mass spectrometry MALDI-TOF and UV-Vis spectrophotometry. 
Thereafter, the hemoglobin was cross-linked with collagen I scaffolds with glutaraldehyde. 
The redox activity of the collagen I scaffold-associated hemoglobin was evaluated using 
the Benzedrine test. It was found that hemoglobin preserves its redox capacity after being 
cross-linked to collagen I scaffolds.  
Descripción del problema estudiado y resultados más relevantes  
Los productos de ingeniería de tejidos se elaboran sembrando células en soportes 
tridimensionales elaborados con materiales biodegradables y biocompatibles e incubando 
en condiciones que permitan la adhesión, migración y proliferación celular así como el 
remodelamiento del soporte.  Los soportes diseñados para ingeniería de tejidos no son 
vascularizados, por eso la concentración de O2 va disminuyendo rápidamente desde el 
exterior al interior del soporte.  Cuando las células crecen dentro del soporte consumen el 
oxígeno disponible, acentuando el gradiente de concentración de O2 generado. El 
incremento de la densidad celular junto con el incremento en la formación de matriz 
extracelular (MEC) dentro de los poros, durante el tiempo de incubación dificultan aún 
más la difusión del O2 limitando su disponibilidad para las células localizadas en el 
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interior del mismo. Los estados de hipoxia que se generan, estresan a las células y 
dificultan la obtención de tejido in vitro con características similares al in vivo. Lo anterior, 
hace necesario diseñar soportes que garanticen una distribución homogénea del oxígeno 
en todo el soporte. 
La hemoglobina es la proteína encargada del transporte gaseoso en la sangre, su 
afinidad por el oxígeno es dependiente del pH y de las diferencias en las presiones 
parciales tanto del O2 como del CO2. Aunque se ha reportado la producción de soportes 
de colágeno-zirconio con hemoglobina inmovilizada (Zong, 2007), láminas de colágeno 
con hemoglobina y catalasa incorporadas (Li, 2005)  y la co-encapsulación de  
hemoglobina entrecruzada con PLG con islotes en microcápsulas para mejorar las 
condiciones de oxigenación (Young, 2002), esta estrategia no ha sido lo explorada en el 
desarrollo de soportes para ingeniería de tejidos. En este trabajo soportes de colágeno I 
fueron asociados con hemoglobina humana, aislada de glóbulos rojos empaquetados 
vencidos (GRE). La hemoglobina mantuvo su capacidad oxidoreductora durante el 
proceso de aislamiento y asociación con los soportes de colágeno tipo I. 
Conclusiones de la Tesis  
1. Las modificaciones realizadas en este trabajo al protocolo de aislamiento de 
hemoglobina,  permitieron la obtención y purificación de hemoglobina a partir de 
glóbulos rojos empaquetados vencidos conservando sus características 
estructurales y su capacidad oxidoreductora. 
 
2. Se obtuvieron soportes de colágeno I entrecruzados con hemoglobina con 
actividad oxidoreductora; hasta donde se sabe, este es el primer reporte de la 
elaboración de soportes de colágeno I entrecruzados con hemoglobina con 
capacidad oxidoreductora para uso en ingeniería de tejidos. 
 
Sugerencias 
1- Los resultados de este trabajo son novedosos, por lo cual es de gran 
importancia realizar una completa caracterización del soporte de colágeno I 
asociado a hemoglobina. Esta caracterización debe establecer las propiedades 
estructurales y mecánicas de los soportes desarrollados; así como, su 
bioactividad in vitro (Cultivos celulares) e in vivo (Modelo animal de pérdidas de 
continuidad de piel).  
2- Establecer una metodología de análisis que permita la cuantificación del hierro 
asociado a los soportes de colágeno. De esta manera, se podrán llevar a cabo 
modificaciones puntuales de la metodología establecida, con el fin de asociar 
concentraciones fisiológicas de hemoglobina en los soportes empleados para 
elaborar tejidos artificiales. 
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